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RESUMO

O objetivo do tratamento endoddntico € o controle microbiano e a prevencao
da reinfeccdo no sistema radicular. Para reducdo destes é necessario o uso de
medicamentos intracanais que penetrem nos tdbulos dentinarios e canais
acessorios, determinando maior eficiéncia na neutralizacdo dos microrganismos
presentes. Como medicamentos intracanais utilizados rotineiramente na terapia
endodontica temos: Hidroxido de Calcio, Paramonoclorofenol canforado e
Clorexidina (CHX). O Tianfenicol (Glitisol) € um antibiético de largo espectro que age
sobre varias bactérias, tem acao bacteriostatica e bactericida, indicado em casos
onde o tratamento convencional ndo obteve sucesso. O objetivo do presente estudo
foi realizar uma comparacdo da atividade antimicrobiana do Hidréxido de Calcio,
Clorexidina, e Tianfenicol (Glitisol) em biofilme intra-radicular de Enterococcus
faecalis. Para tanto foram utilizados dentes unirradiculares humanos que foram
previamente esterilizados. No canal destes dentes foram inseridas culturas
microbianas. Os dentes foram divididos em grupos de acordo com 0s medicamentos.
Apés 7 dias de incubacdo, os dentes foram submetidos a medicacdo. Apos periodo
de 14 dias foram coletadas amostras de dentina com auxilio de GG #5 intracanais
que foram inseridas em tubo contendo BHI estéril. Apés agitacdo, 10 pl foram
plagueados em placas contendo Meio BHI (Brain Herat Infusion). Estas placas foram
incubadas e apds 24 horas foram realizadas contagens do niumero de colénias com
auxilio de uma lupa estereoscopica. Os dados foram analisados utilizando o
software Bioestat - versédo 5.3. Sendo que o teste aplicado foi o Kruskal-Wallis e post
hoc de Dunn. Concluiu-se que a efetividade dos agentes antimicrobianos intracanais
no biofiime de Enterococcus faecalis obteve resultados significativos com a

Clorexidina e o Hidroxido de célcio e ndo significativos com o Tianfenicol.

Palavras-chaves: Enterococcus faecalis. Hidroxido de calcio. Tiafenicol (Glitisol).

Clorexidina.
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1 INTRODUCAO

Os processos inflamatérios do tecido pulpar determinam alteracfes
vasculares e celulares diminuindo as possibilidades da manutengéo da vitalidade.
Os agentes microbianos agressores aumentam consideravelmente as possibilidades
da infeccdo deste tecido. Uma vez instalada a necrose pulpar, fonte geradora das
patologias perirradiculares, relacionadas diretamente com a presenca e persisténcia
das bactérias no sistema de canais radiculares (YADAV et al., 2016). As bactérias
formam colbnias com alto grau de organizacdo chamados de biofilmes, estes
possuem resisténcia aos procedimentos quimicos e mecanicos, devido a
complexidade anatbmica do conduto radicular, onde encontram-se canais laterais,
acessorios, istmo e delta apical (DEVARAJ et al., 2016).

O tratamento endodoéntico, de polpas necrosadas € realizado em multiplas
visitas, incluido manobras de preparo do canal radicular e insercdo de
medicamentos, afim de reduzir ou eliminar biofilmes presentes na infeccao
intracanal, antes da obturacdo (SU et al., 2011). Alguns fatores como evolucdo das
técnicas e materiais, conhecimento anatémico e biologico das infecgbes dos canais
radiculares levaram a possibilidade da realizacédo do tratamento em uma Unica visita.
Existem divergéncias em relacdo aos resultados produzidos em uma sessdo ou
duas sessdes frente a polpa necrosada (MOREIRA et al.,, 2017.; RICUCCI et al.,
2011).

Card et al. (2002) afirmaram que instrumentacfes realizadas em canais
curvos com a lima #35 ou dilatagdo maior determinam menores contagens de
colbnias bacterianas.

Os biofilmes presentes e colonizados intracanais, podem por vezes estar
localizados nas paredes dentinarias ou na parte apical do canal principal, no entanto
também podem estar presentes em areas distantes do mesmo, incluindo os tubulos
dentinarios, istmo, canais laterais e ramificacbes apicais. Além disso, os biofilmes
aderem a superficie apical das raizes, chamados de biofilmes extra radiculares
(RICUCCI et al., 2013). A bactéria Enterococcus faecalis € um componente desses
biofilmes, sendo assim considerada mais resistente e responsavel por falhas no

tratamento de infec¢cbes do conduto radicular (YADAV et al., 2016).



Enterococcus faecalis consiste em uma bactéria Gram-positiva facultativa
responsavel 80-90% das infec¢Bes endododnticas. Costuma ser a Unica espécie de
Enterococcus isolada no insucesso resultando em retratamento radicular. Assim o E.
faecalis possui grande resisténcia aos medicamentos intracanais, e alta capacidade
de sobreviver no conduto radicular isolado ou em infec¢cdes mistas. (BAZVAND et
al., 2014).

O preparo quimico mecanico juntamente com a modelagem do conduto
radicular leva a uma reducdo significativa dos microorganismos, porem essa
reducdo ndo € o suficiente em alguns casos devido a complexidade anatdmica e a
limitac&o dos irrigantes e instrumentos em atingir os microrganismos. Nos casos em
gue a infeccdo endodobntica resiste ao protocolo de tratamento regular, ocorre a
presenca de exsudado, levando a ndo conclusdo da terapia com sucesso, assim
havendo a necessidade de medicacgéao intracanal (BHANDARI et al., 2014).

Um dos medicamentos intracanal mais utilizados e conhecido na endodontia é
o hidréxido de calcio. O mesmo tem propriedade antibacteriana atribuida a um
elevado pH, conseguindo penetrar nos tabulos dentinarios, levando a morte celular
através da liberacdo de idns hidroxila (SHOKRANEH et al., 2014). Apesar da acédo
limitada contra Enterococcus faecalis (DELGADO et al., 2013).

A clorexidina (CHX) € um medicamento e irrigante intracanal amplamente
utilizada durante o tratamento endodontico (LAKHANI et al., 2017). Possui
capacidade de agir por tempo prologando devido a ligagdo aos cristais de
hidroxiapatita assim ocorrendo Otima efetividade contra os microrganismos. A CHX
tem acéo bacteriostatica, bactericida e boas propriedades antifingicas e antivirais. A
mesma possui efeito inibitério contra 0s microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos (JAHROMI et al., 2017).

MELO (2017) afirma que o Tianfenicol apresenta reducdo do biofilme e
diminuicdo do numero de células microbianas quando em contato, apresentando
inibicdo de crescimento microbiano satisfatorio.

Baseado no que foi exposto o intuito do presente projeto € apresentar a
eficdcia dos agentes antimicrobianos intracanais frente ao biofilme de Enterococcus
faecalis.



2 OBJETIVO

O presente trabalho teve o objetivo de comparar a eficacia antimicrobiana
comparando tianfenicol (glitisol), hidroxido de célcio e clorexidina gel 2%, em dentes

extraidos unirradiculares, infectados pelo microrganismo Enterococcus faecalis.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO E PREPARO DOS DENTES

Foram selecionados 40 dentes unirradiculares, com apice maduro extraidos
por causas desconhecidas e armazenados em um banco de dentes da Universidade
de Uberaba. Os dentes que apresentaram sinal de rachadura foram excluidos. Para
realizacdo e utilizacdo dos dentes, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
Humano da UNIUBE (anexo 1).

Os dentes obtidos foram colocados em solucdo de hipoclorito de sédio 2,5%
(Asfer, Campinas, SP) durante 2 horas para fins de desinfeccdo e entdo foram
armazenados em solucdo salina até serem utilizados para os experimentos.

Os dentes foram preparados baseado no método de Haapasalo e Orstavik
(Haapasalo; Ortavik, 1987). As coroas dos dentes e 3 a 4 mm da extremidade das
raizes foram removidas com um disco de diamante (Dentsply, Maillefer, Baillaigues,
Suica) obtendo-se amostras de 8 mm de comprimento. O alargador de GG #3
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suicga) foi levado em toda extensdo do preparo com
o objetivo de preparar o canal radicular com 8 milimetros de comprimento e 0,9 de
didmetro. Apés este processo, as raizes foram armazenadas em frascos com
solucéo fisiolégica a 0,9% a fim de permanecerem constantemente hidratadas até o
inicio do experimento.

Para eliminagdo da smear layer gerada durante os procedimentos de
modelagem, todos os dentes foram submetidos a um banho ultrassénico (Ultrasonic
Cleaner, Odontobras) em trés ciclos por 10 minutos cada, sendo o primeiro ciclo com
Hipoclorito de Sédio 2,5% (Asfer, Campinas, SP), o segundo ciclo com EDTA 17%
(Biodindmica Quimica e Farmacéutica, Ibipord, PR) e o terceiro ciclo com solucdo
salina.

Apés preparo e padronizacdo dos canais radiculares, os espécimes foram
selados com excecdo da entrada do canal com esmalte incolor (Risqué, Savoy
Industria de Cosmeéticos, Goiania, GO). Inicialmente, procedeu-se a secagem das
raizes com gaze e cone de papel absorvente. Posteriormente, um cone de papel
compativel ao didmetro do canal foi inserido na sua luz de forma a ocupar este

espaco durante todo o processo de impermeabilizacdo, impedindo que o adesivo



adentrasse ao canal. Apds o periodo de secagem do impermeabilizante, os dentes
foram estocados em solucéo fisioldgica 0,9%.

Para esterilizacdo dos espécimes, os 40 dentes foram aleatoriamente
distribuidos em 5 grupos conforme a (Tabela 3) e acondicionados em tubos com
tampas rosqueéaveis contendo 10 ml de meio de cultura caldo (BHI). A esterilizag&o
procedeu-se em autoclave (Autoclave Manual, Phoenix Luferco) por 30 minutos a
121 °C e 1 atm. Apés a autoclavagem, os dentes foram mantidos por 48 horas na
incubadora para confirmar a eficacia do processo de esterilizacdo, que se

caracterizou pela auséncia de turbidez do meio.
3.2 ANTIMICROBIANOS TESTADOS
Para realizacdo do presente estudo foram testadas varias substancias

(TABELA 1) a fim de avaliar sua efetividade no crescimento e viabilidade de
Enterococcus faecalis.

Abreviatura/ | Substancias Concentracbes Nome comercial/Marca e
Grupo Procedéncia
Tia Tianfenicol 500mg/L Glitisol® Zambom- Indianépolis,
SP.
CH Hidroxido de calcio 35% Pasta Ultracal XS - Ultradent-

Indaiatuba, SP.

Con Controle - _
CHX Clorexidina 2% FGM; Joinville, SC.
H20 Agua destilada - -

Tabela 1. Substancias usadas, concentracdes, marcas comerciais e procedéncia:

3.3 SELECAO DA CEPA

A Tabela 2 indica a cepa, e seu registro de ATCC e o meio de cultura

empregados para obtencdo do inoculo para os testes que serdo descritos a seguir:

Micro-organismos ATCC Meios de cultura

Enterococcus faecalis 29212 BHI

Tabela 2. Cepa usadas, registro de ATCC e os meios de cultura empregados.



3.4 CRESCIMENTO E CULTIVO MICROBIANO

A cepa foi cultivada em Meio BHI por 24 horas a 37° C em estufa
bacteriolégica para obtencdo de 10’ Unidades Formadoras de Coldnias UFC/mL de

DO 800 nm = 1,0 mensuradas em Espetrofotdmetro digital (ThermoScientific).

3.5 INOCULACAO MICROBIANA INTRACANAL E FORMACAO DO
BIOFILME

Foram aplicados com auxilio de uma pipeta, 100 microlitros de suspensao
microbiana nos tubos rosquedveis contendo os espécimes e 10 ml de BHI estéril. As
amostras foram incubadas a 37 °C durante 7 dias. A cada dois dias foram realizados

uma troca de 3 ml de BHI usado por 3 ml de BHI novo.

3.6 GRUPOS E PROCEDIMENTOS

Decorrido o periodo de formagé&o do biofilme, os dentes foram submetidos aos

seguintes procedimentos:

GRUPOS N MEDICACAO
Grupo 1 09 CHX 2 % gel
Grupo 2 08 CH
Grupo 3 10 Tianfenicol (Glitisol)
Grupo 4 5 H20
Grupo 5 5 NAO

Tabela 3: Grupos de micro-organismos e medicacao.

Todos os medicamentos foram levados aos espécimes através de uma lentulo
de cor preta (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) por trés vezes até o final do
conduto e selados com cimento temporario (Coltosol, Altstatten, Suica). Na
sequéncia os dentes foram colocados em placas de 24 pocos estéreis e incubadas a
37 °C por 14 dias.


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR723BR723&biw=1366&bih=613&q=Altst%C3%A4tten+Su%C3%AD%C3%A7a&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LWT9c3NDIqMkovsFDi1M_VN0jPTSsu19LKTrbSzy9KT8zLrEosyczPQ-FYZaQmphSWJhaVpBYVAwCdlYjMRgAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi1xo2cn63UAhUJG5AKHYfZAKoQmxMIkwEoATAS
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3.7 COLETA DE AMOSTRAS MICROBIOLOGICAS

Apo6s o periodo de incubacédo, os cimentos temporarios foram removidos. As
raizes dentarias foram irrigadas por 5 ml de solucdo salina estéril. A dentina foi
removida por GG # 5 e o canal foi irrigado por solugcéo salina normal. Esta remocao
da dentina foi repetida por trés vezes em todo o comprimento do canal. Os debris de
dentina foram inseridos em um tubo estéril contendo 1 mL de BHI estéril. Em
seguida, cada tubo foi agitado por 1 minuto em vortex e entdo, 25 pL desta solucéo
foi aplicada em uma placa contendo BHI agar e incubada a 37 °C durante 24 horas.
Apos o periodo de incubacéo foi realizada as contagens do numero de unidades

formadoras de colénias (CFU) em lupa estereoscopica.

3.8 ANALISES DE DADOS

Os dados foram analisados utilizando o software Bioestat - versdo 5.3. Sendo

gue o teste aplicado foi o Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn.
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4 RESULTADO

TABELA 4: Resultado da contagem do numero de unidades formadoras de colbnias
(CFU).

Grupo CHX Grupo CH Grupo Tia Grupo H20 Grupo CON
0 0 16 476 560
0 1 122 526 433
0 0 10 465 342
0 3 102 342 246
0 2 262 321 654
0 1 60
0 5 78
0 4 4
0 193

267

Tabela 4: Dados originais.

Os dados originais foram submetidos a estatistica descritiva (TABELA 5).

Tabela 5: Média, desvio padrdo e coeficiente de variagdo da contagem do nimero de

unidades formadoras de coldnias (CFU).

Grupos Média Desvio Padréo Coeficiente de
Variacéo
CHX 0 0 0
CH 2 1.85 92.58%
Tia 1114 99.12 88.98%
H20 426.0 89.58 21.03%
Con 447.0 163.73 36.63%

Tabela 5: Dados da estatistica descritiva.
Tabela 6: Denotam-se amostras heterogéneas, permitindo a ado¢éo do teste Krukal-

Wallis post hoc de Dunn.

H 31.9954
Graus de Liberdade 4
(p) Kruskal — Wallis 0.0000
CHX 6.0000 A
CH 12.5625 BA
Tia 22.5500 CB
H20 32.3000 C
Con 32.3000 C

Tabela 6: Letras mailsculas iguais determinam nao haver diferencas significantes.
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O grupo da CHX nao teve diferenca em relacdo ao grupo do CH, mas
apresentou diferenca em relagdo aos grupos Tia, H20 e Con, assim tendo
resultados positivos contra o microrganismo Enterococcus faecalois. O grupo do CH
nao teve diferenca em relacdo ao grupo Tia, entretanto apresentou diferenca em
relacdo aos grupos H20 e Com, apresentando um bom resultado contra
Enterococcus faecalis. O grupo Tia ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo aos grupos Con, H20 e CH, ou seja, ndo apresentando bons resultados

frente ao Enterococcus faecalis na atual condicéo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo rejeita a hipétese de nulidade devido aos medicamentos
testados terem diferencas significativas entre eles e os grupos controles.

Patologias pulpares a longo prazo levam a uma propagacdo de
microrganismos em toda extensdo do sistema de canais radiculares levando a
infecgbes pulpo-periodontais. Enterococcus faecalis é frequentemente encontrado
em infec¢cOes endododnticas persistentes, seja isolado ou em conjunto com outras
bactérias (YANG et al., 2016). Durante a fase do preparo quimico-mecanico podem
ocorrer falhas na eliminacdo dos microrganismos presentes na dentina ou formando
biofilmes. Os patdgenos que restaram em areas inacessiveis a acdo mecanica das
limas e atuacdo quimica das substancias podem determinar a manutencdo da
patologia. O uso de medicacdo intracanal entre sessdes proporciona a reducao
microbiana do sistema de canais radiculares (SIQUEIRA et al., 2007). Desta forma é
necessaria a utilizacdo de medicacao intracanal em caso de necropulpectomia para
o melhor controle da populagéo bacteriana.

O modelo experimental utilizado neste estudo foi baseado no ensaio proposto
por HAAPASALO e ORSTAVIK (HAAPASALO; ORSTAVIK 1987), para infeccéo e
desinfeccdo da dentina radicular bovina in vitro. Portanto, a dentina radicular bovina
tem uma diferenca consideravel em relacdo a dentina radicular humana
principalmente no diametro dos tubulos dentinarios, determinando influencia na
disponibilidade de nutrientes, penetracdo dos microrganismos e difusdo de
substancias antimicrobianas aplicadas como medicacao intracanal (KIRSCH et al.,
2017.; VATKAR et al., 2017). Partindo desse pressuposto o presente estudo foi
realizado com dentes humanos extraidos por causas desconhecidas disponibilizado
pelo banco de dentes da Universidade de Uberaba, sendo assim reproduzindo as
condicbes anatdbmicas encontradas durante o tratamento endodéntico e,
consequentemente, para obtencéo de resultados mais precisos.

A clorexidina é uma bis-biguanida catiénica que adsorve na parede celular
dos microrganismos causando vazamento dos componentes intracelulares Lee et al.
(2009), sendo utilizada como solucéo irrigante e medicacdo intracanal durante o
tratamento de polpas necrosadas devido a sua atividade antimicrobiana e
substantividade (SIQUEIRA et al.,, 2007). A acao bactericida da Clorexidina em
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relacdo ao Enterococcus faecalis € confirmada por Gomes et al. (2003) e Portenier
et al. (2002). Os resultados do presente estudo demonstraram que a clorexidina é
eficaz como curativo de demora reduzindo os microrganismos nos tubulos
dentinarios indo ao encontro dos resultados de Schafer et al. (2005).

O hidroxido de célcio € utilizado amplamente como medicamento intracanal
desde a década de 1920 devido a sua acado bactericida efetiva (BAIK et al., 2008). O
CH inativa o biofiime de Enterococcus faecalis nos tdbulos dentinérios. Varios
estudos relatam a eficiéncia do CH no controle do crescimento de Enterococcus
faecalis (BAIK et al., 2011; LIMA et al., 2011). Contrariamente existem estudos que
relatam a resisténcia deste microrganismo frente a essa substancia e a alcalinizacédo
promovida pelo Hidroxido de Calcio devido a bomba de protons (EVANS et al., 2001,
MOZAYAENI et al., 2014; FLAHAUT et al., 1997). Outros estudos demonstram que a
eficiéncia do CH sobre o Enterococcus faecalis ocorre quando associado a outra
substancia antimicrobiana, como PMCC e Clorexidina. (PODBIELSKI et al., 2003).
No presente estudo o hidroxido de célcio teve resultado significativo.

O tianfenicol ndo apresentou eficacia frente o Enterococcus faecalis nos
tubulos dentinarios. Portanto Melo (2017) afirmou que o tianfenicol em contato direto
com o Enterococcus faecalis é eficaz como esclarecido previamente por Neu et al.
(1980).

Mais estudos devem ser desenvolvidos com maiores numeros de corpos de
provas, pois devido a pequena quantidade utilizada nesse presente estudo podemos
ter incorrido no erro tipo 2 (encontrar diferencas significante aonde elas né&o

existem).
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, os resultados ex vivo da efetividade dos agentes
antimicrobianos intracanais no biofilme de Enterococcus faecalis obteve resultados
significativos com a Clorexidina e o Hidroxido de célcio e ndo significativos com o

Tianfenicol.
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